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論 文 内 容 要 旨
中枢神経系 は,主 として神経細胞 とグリア細胞か ら構成 されている。脳 にお ける高次機 能の情報伝達 を
担 う細胞集団 として神経細胞があ り,神 経細胞 と脳血管 を取 り囲む グリア細胞 はそれ らの機 能 を支持す る
役 目を担 ってい る。グ リア細胞は,nervegrowthfactor(NGF)な どの神経栄養因子 を産生,分 泌す ることに
よ り,神 経細胞 の分化(神 経 突起伸展),シ ナ プス形成,神 経細胞死(ア ポ トーシス)の 抑制 な ど,神 経
細胞 を機能的 に維持 し続 けている。高齢化社会 を迎 え,ア ル ツハイマー病 な どに代表 され る老人性痴呆症
が大 きな社会問題 となっているが,こ れ らの神経変1生疾患の治療への応用 にグ リア細胞 由来の神経 栄養 因
子 が期待 される。 しか しなが ら,神 経栄養因子 のほ とん どは高分子性の タンパ ク質であるため,こ れ を医
薬 品へ応用す るこ とは極めて困難 である'。それゆえに、脳血液 関門を通過で きる低分子性 の神経栄養因子
関連化合物が期待 され る。現在,神 経細胞 に直接作用 してその保護作用 を示すNGF様 ア ゴニス ト,ま た,
神 経細胞 や グリア細胞 に作用 して,神 経栄養因子の合 成,分 泌 を促進 させ る薬物 の開発 が,中 枢神経疾患
の治療あるいは予 防のための有効 なアプロニチ として注 目されている。 そこで,私 は,グ リア細胞 か らの
神 経栄養 因子 の分泌 を増強 させ る物 質を天然界か ら幅広 く探索 した ところ,担 子 菌ケ ロウジ成分 であるス
カブロニ ン類,海 洋天然毒 であ るマ イ トトキ シ ンお よび生薬 ソウジ ュツ成分 の β一ユ ーデスモ憎ル な どが
その活性 を顕著 に示す こ とを見出 した。そ こで,本 研 究 は末梢か ら投与 で きる低分子性 の抗痴呆薬 の開発
を目的 と して,こ れ らの物質 による神経栄養因子 の分泌促進機構 を中心 に検討 した。
スカブロニ ンAお よびG(Fig.1)で1321N1ヒ トアス トロサイ トーマ細胞 を処 理 した ところ,こ の細胞
か ら何 らか のバ イオアクテ ィブな神経栄養因子 の分泌が顕著 に増強 され,そ の結果,神 経細胞 のモデ ル細
胞 である クロム親和性細胞腫(pc-12細 胞)の 形態的 な分化が促進 され た(Fig。2)。 一方,こ の細胞 を直
接 ス カブロニ ン類 で刺激 して も形態的 な変化 は見 られなかった。そ こで,1321N1細 胞 において,レ最 も代
表 的な神経栄養因子 であるNGFの 合成,分 泌 に対す る影響 をreverse-transcnptionpolymerasechainreaction
(RT.PCR)お よびenzyme-linkedimmunosorbentassay'(ELISA)法 で測定 した ところ,ス カブロニ ンAお よ
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また,新 たに誘 導体化 したスカブロニ ンGメ チルエステル(ME)は,NGFお よび インター ロイキ ンー6
(IL-6)の 合成,分 泌 を増強 し,そ の効力 はス カブロニ ンGよ り強力で,PC-12細 胞 の分化 を劇 的 に誘導
させ た。 さらに,ス カブロニ ンG-MEで 刺激 して得た1321N1培 養上清 とNGF中 和抗体 をイ ンキュベー ト
す ると,PC-12細 胞 の分化 は有意 に抑制 され たこ とか ら,そ の分化 にNGFが 関与 してい るζとが示唆 さ
れ た。そ こで,私 はこのス カブロニ ンG-MEを 用い て,,1321N1細 胞 におけ る神経 栄養 因子 の遺伝子発現
誘導 のメカニズムを詳細 に検討 した。[3H]イ ノシ トール を用いた トレーサ ー実験 に より,イ ノ シ トール
リン脂 質代謝 回転 を定量 した ところ,ス カブロニ ンG.MEは カルバ コール誘発性 イノシ トールリ ン脂 質代
謝回転 を濃度依存 的に抑制 し,こ の作用 はPKC阻 害薬 のGFIO9203Xに より消失 した。 また,ス カブ ロニ
ンG-MEに よるNGFお よびIL-6の 合成,分 泌促 進作用 は,GF109203Xに より抑制 された ことか ら,PKC
の関与が示唆 された。そ こで,実 際 にPKC活 性 を32Pのconvent童onalお よびnovelPKC特 異的基質ペプチ
ドへの取 り込 みを指標 に測定 したが,ス カブロニ ンG-MEは それ らのPKCの 活性 には影響 を与 えなか っ
た。 しか し,PKCの 活性化 時 に引 き起 こされ るPKCの 膜 移行 をウエス タ ンブロ ッ ト法 で調べ た ところ,
ス カブロニ ンG-MEはconventionalPKCα の局在 は変化 させ なか った一方,atソpicalタ イプのPKCζ の膜
移行 を誘導 させ た。 さ らに,1321N1細 胞 の破砕液 をス カブロニ ンG-MEで 刺激 して もPKCζ の膜移行 が
確認 され,か つ,ス カブロニ ンG-MEが ヒ トリコ ンビナ ン トPKCζ の活性 をfηyf面 で上昇 させた ことか
ら,ス カブロニ ンG-MEはPKCζ に直接作 用 して活性化 させ るこ とが強 く推 測 された。次 に,PKCζ 下
流のエ フェク ターで,神 経栄養 因子 の発現 を制御 する代表的な転写 因子 であるNF一 κBに ついて検討 した。
免疫 染色 お よび ウエス タンブロッ ト法 によ り,ス カブロニ ンG-MEはNF一 κBの 活性化 時に引 き起 こされ
る核 移行 お よびLκBα の分解 を促進 した。 また,レ ポー タージー ンア ッセイに よ りその転写促進活性 を
定量 する と,ス カブロニ ンG-MEは その活性 を有意 に上昇 させた。 また,ス カブロニ ンG-MEに よる1一κB
一54一
αの分解促進作用 は,GF109203Xに より濃度依存的 に抑制 された ことか ら,NFκBはPKCζ 依存 的に活
性化 されて,神 経 栄養 因子 の発現 を促進 してい ると示唆 された。
ラ ッ トグリオーマ細胞(C6-BU-1)に おいて,45Ca2+を 用 いて細胞内 カル シウム流入 を測定す ると,マ イ
トトキシ ンは時間,濃 度依存 的に細胞内 カル シウム流入 を促 進 した。一方,'高 カ リウムによる脱分極刺激
では,カ ルシウム流入 は引 き起 こされなかった。 そのカル シウム流入 はCo2+,Mg2+,テ トラカイ ンな どの
カルシウム流入阻害薬 で抑制 され,細 胞外 カルシウム濃度 に依存 して促進 されたこ とか ら,マ イ トトキ シ
ンは電位非依存性 カル シウムチ ャネル を不 可逆 的に開口させて,カ ル シウム流入 を強 く引 き起 こす ことが
示唆 された。NGF分 泌 に対 す る作 用 をELISA法 で測定 す ると,マ イ ト トキ シンはC6-BU-1細 胞 か らの
NGF分 泌 を有意 に促進 させ た。 また,RT-PCR法 によ りNGF合 成作用 を定量す る と,マ イ トトキ シンの
NGF遺 伝子発現誘 導は細胞外 カル シウムをEGTAで 除去す るこ とに より,抑 制 される ことが明 らか にな
った。す なわち;細 胞内 カル シウム濃度上昇がNGF生 合成の促進 に関わる ことが推定 された。
β一ユーデスモールはC6-BU-1細 胞 において,細 胞 内カルシ ウム遊離 を引 き起 こ して,NGF,IL-6お よ
びglialcell-derivedneurotrophicfactorな どの遺伝子発現 を誘導す ることが明 らかになった。一方,β 一ユー
デス モールでPC-12細 胞 を刺激 する と,濃 度依存 的 に分化 を引 き起 こした。 さらに,こ の細 胞 において,
β一ユーデスモ ールはイノシ トール リン脂質代 謝回転 を促 進 させ るこ とに よ り,細 胞 内 カル シウム濃度 を
上昇 させ るこ とが明 らか になった。 また,免 疫染色法お よびウエス タンブロッ ト法 に よ りPC-12細 胞 の分
化時 に主要な役割 を担 うmitogen-activatedproteinkinase(MAPK)お よびイオ ンチ ャネルや神経伝 達物 質の
合成酵素の発現 を制御す るcyclicAMP-responsiveelementbindingprotein(CREB)の 関与 を検討 したところ,
β一ユ ーデスモールは,MAPKお よびCR宜Bの リン酸化 をともに促進 した。それ らの リン酸化 はホス ファ
チ ジルイノシ トール特異 的ホス ホリパーゼC阻 害薬 のU73122で 抑制 されたことか ら,β 一ユーデスモール
が ホスホ リパ ーゼCを 活性化 させ℃,MAPKお よびCREBの リン酸化 を充進 してい ることが示 唆 され た。
さ らに,PC-12細 胞 をMAP耳 キナーゼ 阻害薬のPD98059で 前処理す る と,β 一ユー デスモール による分化
が顕著 に抑 制 されたこ とか ら,MAPKの 活性化がPC-12細 胞の分化 に必要不可欠 な'もの と推定 された。
以上 の研究 に より,グ リア細胞 において,ス カブロニ ン類 はPKCζ を活性化 させて,ま た,マ イ トト
キシンは非電位依存性 カル シウムチ ャネルを活性化 させ てNGFな どの神 経栄養因子 の合成,分 泌 を促 進
させ るこ とを明 らか に した。 さらに,β 一ユ ーデ スモ ール はグリア細胞 において神経 栄養因子 の合成 を促
進 させ る一方,PC-12細 胞 にも直接作用 して,分 化 を誘導 させ るこ とを見出 した。つ ま り,こ れ ら3種 類
の薬物 は,そ れぞれ異 なった作用 メカニズムでNGFな どの神経栄養 因子 の遺伝子発 現 を促進 してお り,
複雑 な神経 栄養因子 の発現制御機構 を解 明するための薬理学的試薬 としていず れ も有用であ るこ とが示唆
された。 さらに,ス カブロニ ン類 お よび β一ユ ーデス モールは神経 栄養 因子の生合成 を促進す る医薬 品の
リー ド化合物 として も,今 後の研究 の発展が期待 される。
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審 査 結 果 の要 旨
高齢化社 会 を迎 え,ア ルッハ イマ ー病 などに代表 され る老人性痴呆症が大 きな社 会問題 となっているが,
これ らの神 経変性疾患 の治療へ の応用 にグリア細胞 由来 の神経栄養因子が期待 される。 しか しなが ら,神
経栄養 因子のほ とん どは高分子性の タンパ ク質であるため,こ れを医薬品へ応用す るこ とは極めて困難で
ある。そ こで,本 研究 は末梢 か ら投与 で きる低分子性 の抗痴呆薬の開発 を目的 として,開 始 された。
キノコの成分 スカブロニ ンAお よびGは,1321N1ヒ トアス トロサ イ トーマ細胞 か ら神経栄養因子 の分
泌 を顕著 に増強 させ た。 そこで,1321N1細 胞 において,最 も代 表的 な神経栄養因子 であ るNGFの 合成 ・
分泌 に対 する影響 を検討 した ところ,両 化合物 はNGFの 遺伝子発現 を誘導 し,NGFタ ンパ ク質の合成 ・
分泌 を促進 させ るこ とが明 らか となった。 また新 たに誘導体化 したス カブ ロニ ンG一メチルエステル(ME)
は,NGFお よびインターロイキ ンー6(IL-6)の 合成 ・分泌 を増強 し,そ の効力 はス カブ ロニ ンGよ り強力
で,PC-12細 胞 の分化 を劇的 に誘導 させ た。そ こで,こ のス カブロニ ンG-MEの 神経栄養因子 の遺伝子発
現誘導のメ カニズム を詳細 に検:討した結果,こ の物 質はPKCζ を直接活性化 させ ること,NF一 κBの 活性
化時 に引 き起 こされ る核 移行 お よびLκBα の分解 を促 進する こζ,ま たその転 写促進活性 を上昇 させ る
ことが明 らか となった。 これ らの作用がス カブロモ ンG-MEに よる神経栄養因子 の合成促進の メカニズム
と して重要 であるこ とを示 した。
ラッ トグリオーマ細胞(C6-BU-1)に おいて,マ イ トトキ シンは時間お よび濃 度依存 的 に細胞 内カル シ
ウム流入を促進 した。マ イ トトキシ ンはC6-BU-1細 胞 か らのNGFの 合成 ・分泌 を促進 させ ること,ま た,
マ イ ト トキ シンのNGF遺 伝子発現誘導 ・生合成の促 進 には細胞 内カル シウム濃度上昇 が関わらているこ
とを示 す ことに成功 した。
β一ユ ーデスモールはC6-BU-1細 胞 において,細 胞 内カルシ ウム遊離 を引 き起 こ しで,NGF,IL-6お よ
びglialcell-derivgdneurotrophicfactorな どの遺伝子発現 を誘導す ることが明 らかになった。 また,β 一ユー
デスモールは直接PC-12細 胞 の分化 を引 き起 こした。 この時,ホ スホ リパ ーゼdを 活性化 させて,イ ノ シ
トール リン脂 質代 謝 回転 を促 進 させ るこ とに よ り,細 胞 内 カル シ ウム濃 度 を上 昇 させ る こと,さ らに
MAPKお よびCREBの リン酸化 を充進 させ ているこ とが 明 らか となった。 これ らの作用が この物質 に よ
るPC-12細 胞 の分化 メカニズ ムに深 く関わってい ることを明確 に した。
以上 の研 究 によ り,ス カブロニ ン類,マ イ トトキ シンお よび β一ユ ーデスモ ールの3種 類 の天 然物 は,
それぞれ異 なった作用 メ カニズムでNGFな どの神経 栄養因子 の遺伝子発現 を促進 してお り,複 雑 な神経
栄養 因子 の発現制御機構 を解明す るための薬理学 的試薬 と してあるいは医薬 品の リー ド化合物 と して きわ
めて注 目される。
よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
一56一
